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Escherichia coli bacteria produce Extended Spectrum Beta Lactamase (ESBLs) to 
hydrolyze beta lactam ring from beta-lactam antibiotics. One of the ESBLs coding genes 
responsible for resistance is the shv or sulphydryl variable. Annealing temperature optimization 
in the Polymerase Chain Reaction (PCR) process was carried out aimed at the success in 
amplifying shv genes from E. coli bacteria. The method used in in vitro-based molecular testing 
uses DNA Extraction Kit, PCR amplification and electrophoresis. The annealing temperature used 
for pasting primer shv 5 'GGTTATGCGTTATATTCGCC 3' and reverse shv 5 primer 
'TTAGCGTTGCCAGTGCTC 3' are 50 ° C, 54 ° C, 56 ° C, 57 ° C, 60 ° C and 62 ° C. 
Visualization of the results of the amplification using a UV lamp at a wavelength of 254 nm did 
not produce an amplicon with a size of 867 bp. The conclusion of this study shows that the 
annealing temperature used is not yet optimum to identify shv genes from E. coli bacterial isolates 
in diabetic ulcer patients who are resistant to antibiotics. 
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PENDAHULUAN 
Ulkus diabetikum dapat mengalami 
infeksi akibat bakteri dengan prevalensi 
sebesar 25%.(1) Infeksi pada pasien ulkus 
diabetikum dapat meningkatkan risiko 
amputasi sebesar 28%, sedangkan risiko 
kematian sebesar 16%.(2) Infeksi disebabkan 
oleh beberapa bakteri Gram positif maupun 
Gram negatif, penelitian yang dilakukan 
oleh Kamel et al tahun 2014 menunjukan 
infeksi ulkus disebabkan bakteri Gram 
negatif (65,53%) dan bakteri Gram positif 
(34,46%). Bakteri Escherichia coli (11,6%) 
merupakan bakteri Gram negatif yang 
menempati urutan kedua paling banyak 
menginfeksi ulkus.(3) Penelitian yang 
dilakukan oleh Nur dkk tahun 2016 
menunjukan infeksi bakteri E. coli pada 
ulkus sebesar 42,1%.(4) 
Escherichia coli merupakan salah 
satu Enterobacteriaceae yang paling sering 
ditemukan menghasilkan ESBLs.(5)  ESBLs 
merupakan enzim β-lactamase yang dapat 
menyebabkan resistensi bakteri terhadap 
antibiotik, terutama golongan beta-laktam. 
Resistensi bakteri terjadi karena ESBLs 
dapat menghidrolisis antibiotik.(6) Penelitian 
di China menunjukan bahwa E. coli 
menghasilkan ESBLs sebesar 73,2%.(7) 
Penelitian yang dilakukan Ferreira et al 
tahun 2011 menunjukan bahwa bakteri E. 
coli  menghasilkan ESBLs sebesar 75%.(8) 
Gen sulphydryl variable (shv) 
merupakan salah satu gen yang paling sering 
diidentifikasi sebagai pengkode dari 
extended spectrum β-lactamase (ESBLs). 
Gen shv yang mengkode ESBLs mengalami 
mutasi dengan penambahan asam amino 
pada bagian sisi aktif ke-238 dan ke-240.(9) 
Penelitian di China tahun 2015 menunjukan 
bahwa ESBLs pada bakeri E. coli dikode 
oleh gen shv (14,28%).(7) 
Metode yang dapat digunakan untuk 
mengidentifikasi penyakit secara molekuler 
adalah Polymerase Chain Reaction. PCR 
dapat mendeteksi gen dari agen pembawa 
penyakit tertentu secara in vitro. PCR akan 
mendeteksi adanya gen yang akan dianalisis 
kemudian melipatgandakan jumlah DNA 
gen tersebut sehingga analisis lebih jelas.(10)  
PCR banyak digunakan dalam analisis 
molekuler karena beberapa keunggulan 
dibandingkan metode lainnya diantaranya 
memiliki sensitifitas dan spesifisitas yang 
tinggi (lebih dari 90%), hasil analisis 
umumnya dapat diketahui dalam 1 hari,(11) 
dapat mengamplifikasi DNA meskipun 
dengan jumlah sedikit atau kualitas yang 
buruk.(12)  
Tahapan penting yang dilakukan 
dalam proses PCR diantaranya adalah 
denaturasi, annealing dan ekstensi. 
Annealing merupakan tahap terjadinya 
penempelan primer pada DNA template. 
Primer dapat menempel pada DNA template 
apabila suhu yang digunakan merupakan 
suhu optimum, sehingga suhu yang 
digunakan dalam tahap annealing 
merupakan faktor penting keberhasilan 
amplifikasi DNA dengan metode PCR. Suhu 
annealing yang terlalu tinggi dapat 
menyebabkan ketidakberhasilan amplifikasi 
DNA, sedangkan suhu annealing yang 
terlalu rendah dapat menyebabkan primer 
menempel pada tempat yang tidak 
spesifik.(13) 
Penelitian molekuler secara in vitro 
ini dilakukan dengan metode PCR 
menggunakan primer spesifik, untuk 
menentukan resistensi gen shv bakteri E. coli 
terhadap antibiotik. Resistensi E.coli 
terhadap antibiotik dapat dideteksi dengan 
lebih jelas menggunakan primer spesifik 
dengan metode amplifikasi PCR. Penelitian 
ini dilakukan untuk menentukan suhu 
annealing yang dapat mengamplifikasi gen 
shv dari bakteri E. coli. 
METODE PENELITIAN 
Penelitian ini dilakukan secara in vitro 
dengan menggunakan metode Polymerase 
Chain Reaction (PCR) konvensional. Bahan 
yang digunakan dalam penelitian ini adalah 
kultur bakteri Escherichia coli, primer 
forward 5' GGTTATGCGTTATATTCGCC 
3’ dan  primer reverse shv 5’ 
TTAGCGTTGCCAGTGCTC 3’ (Mytacg 
bioscience), GF-1 Bacterial DNA Extraction 
Kit, Gel Agarose (Seakem®), DNA Ladder 
50-500bp (Norgen Biotek Corp), DNA 
Ladder 100-10000bp(Kappa™),  Loading 
dye, Red Gel(Biotium®), Quantinova SYBR 
PCR Kit, KAPA Taq ReadyMix PCR Kit, 
Aquades, Etanol Absolut, Buffer TAE. 
1. Ekstraksi DNA E. coli 
Pelet bakteri E. coli yang digunakan 
untuk tahapan ekstraksi DNA didapat 
dengan 1 ml kultur cair yang di sentrifugasi. 
Pelet bakteri E. coli kemudian  diekstraksi 
melalui tiga tahap. Tahapan pertama adalah 
proses pelisisan dengan menggunakan buffer 
R1, buffer R2 dan proteinase K. Pelet 
ditambahkan buffer R1 dan proteinase K 
kemudian diinkubasi selama 20 menit pada 
suhu 37°C, selanjutnya disentrifugasi dan 
dibuang supernatan. Pelet kemudian 
diresuspensi dengan buffer R2 dan 
proteinase K kemudian diinkubasi 65°C 20 
menit (digojog tiap 5 menit). Tahapan kedua 
yaitu pemisahan DNA dengan menggunakan 
buffer BG dan etanol absolut. Buffer BG 
ditambahkan dan diinkubasi 65°C selama 10 
menit, kemudian ditambahkan etanol 
absolut. Sampel ekstraksi kemudian 
dipindahkan ke dalam kolom dan 
disentrifugasi kemudian dibuang 
supernatan. Tahapan ketiga yaitu pemurnian 
DNA dengan wash buffer dan disentrifugasi 
selama 1 menit 10.000 rpm kemudian 
supernatan dibuang (duplo). DNA bakteri 
kemudian dielusi kebagian bawah kolom 
dengan penambahan elution buffer dan 
disentrifugasi 10.000 rpm selama 1 menit. 
Hasil ekstraksi DNA bakteri E. coli 
kemudian disimpan di suhu -20°C. 
2. Amplifikasi Gen shv 
Amplifikasi gen shv dengan Primer 
forward 5' GGTTATGCGTTATATTCGCC 
3’ dan primer yang digunakan 5’ 
TTAGCGTTGCCAGTGCTC 3’ reverse 
shv. Amplifikasi PCR menggunakan reagen 
PCR kit, tahapan dilakukan dengan 
mencampurkan PCR MasterMix, primer 
forward, primer reverse, DNA tamplate dan 
RNAse-Free Water sebanyak 25 µl untuk 
setiap PCR tube. Tahapan PCR yang 
dilakukan dengan suhu annealing masing-
masing 50°C, 54°C, 56°C, 57°C, 60°C dan 
62°C. 
3. Elektroforesis 
Analisis hasil amplifikasi gen shv 
dengan PCR dilakukan dengan metode 
elektroforesis agarosa. Buffer TAE 1x 
digunakan sebagai fase gerak, gel agarosa 
sebagai fasa diam. Campuran agarosa 
ditambahkan gel red 3 µl dibiarkan sampai 
hangat. Agarosa kemudian dituang ke dalam 
tray elektroforesis dan dipasangi sisir 
kemudian didiamkan sampai agarosa 
mengeras. Sisir dilepas setelah agarosa keras 
dan tray diputar sisinya, kemudian 
dituangkan buffer TAE sampai tanda batas. 
Sampel elektroforesis berupa hasil PCR 5 μl 
ditambahkan loading dye 1 μl, kemudian 
dimasukan ke dalam sumuran gel agarosa 
elektroforesis. DNA ladder KAPA dan 
Norgen masing-masing 1 μl dimasukan ke 
dalam sumuran agarosa, ditambahkan 
kontrol negatif berupa miliq water 5 μl dan 
loading dye 1 μl. Elektroforesis dijalankan 
dengan voltase 95 Volt dan 50 mA selama 1 
jam, hasil elektroforesis kemudian diamati 
dengan lampu UV. 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
1. Ekstraksi DNA E. coli 
 Ekstraksi DNA dilakukan dengan 
tujuan menghasilkan DNA bakteri yang 
murni dan konsentrasi tinggi. Ekstrak DNA 
bakteri dapat digunakan dalam analisis 
molekuler dengan menggunakan PCR. 
Ekstraksi DNA bakteri Gram negatif dan 
Gram positif umumnya dilakukan dengan 
metode konvensional CTAB/NaCl, tetapi 
seiring perkembangan teknologi ekstraksi 
DNA dapat dilakukan dengan kit. Ekstraksi 
DNA bakteri E. coli pada penelitian ini 
menggunakan GF-1 Bacterial DNA 
Extraction Kit. Penggunaan GF-1 Bacterial 
DNA Extraction Kit karena memiliki metode 
pemurnian DNA yang cepat, efisien dan 
dapat digunakan untuk bakteri Gram negatif 
maupun Gram positif. Prinsip dalam 
ekstraksi DNA dengan sentrifugasi mini-
column dan penggunaan buffer optimum, 
serta penghilangan pengotor dengan proses 
pencucian. 
 Tahapan awal ekstraksi DNA 
bakteri E. coli yaitu pemisahan bakteri dari 
media cair dengan cara sentrifugasi sehingga 
menghasilkan pelet bakteri. Tahapan 
ekstraksi dengan extraction kit memiliki tiga 
tahapan yaitu lisis sel, purifikasi dan 
presipitasi. Buffer R1, R2 dan proteinase K 
digunakan untuk pemecahan dinding sel 
bakteri, penghancuran membran sel dengan 
cara denaturasi protein, pengikatan lipid 
sehingga menyebabkan semua isi sel keluar. 
Pelisisan sel akan menghasilkan DNA yang 
bercampur dengan makromolekul lain 
sehingga dilakukan proses purifikasi. Tahap 
sentrifugasi dilakukan untuk memisahkan 
supernatan dengan hasil pelisisan sel bakteri, 
berupa pelet yang mengendap dibagian 
bawah tabung appendrof. Penambahan 
buffer BG dilakukan untuk pemurnian DNA 
dari makromolekul sel dengan cara 
pengikatan makromolekul selain DNA yaitu 
protein, lipid dan karbohidrat. Penambahan 
etanol absolut untuk proses presipitasi atau 
pengendapan DNA bakteri E. coli. Sampel 
dipindahkan ke dalam loading-column yang 
terdiri atas dua bagian, kemudian dilakukan 
pencucian dengan wash buffer untuk 
memisahkan pengotor dengan DNA hasil 
ekstraksi. Tahap selanjutnya dilakukan 
sentrifugasi sebanyak 2x, sentrifugasi 
pertama untuk memisahkan supernatan dan 
DNA pada loading-column. Sentrifugasi 
kedua untuk memastikan tidak ada residu 
etanol yang dapat mengkontaminasi DNA 
hasil ekstraksi. DNA bakteri akan terikat 
pada bagian matriks kolom sedangkan 
makromolekul lain akan terbawa bersama 
supernatan dibagian bawah kolom. DNA 
pada matriks kolom kemudian dielusi 
dengan elution buffer dan kemudian 
disentrifugasi untuk memindahkan DNA 
melewati membran loading-column 
kedalam tube. DNA E. coli hasil ekstraksi 
berupa cairan bening yang kemudian 
disimpan pada suhu -20°C. 
2. Amplifikasi Gen shv 
  DNA E. coli hasil ekstraksi 
kemudian dengan metode PCR (Polymerase 
Chain Reaction). Komponen PCR yang 
diperlukan dalam mengamplifikasi gen shv 
diantaranya adalah DNA template, primer 
oligonukleotida, DNA polimerase, dNTPs, 
dan buffer. Tahapan dalam amplifikasi gen 
shv adalah pra-denaturasi, denaturasi, 
annealing, ekstensi dan post-ekstensi. 
Amplifikasi gen shv dilakukan dengan PCR 
konvensional menggunakan PCR 
mastermix. 
 Primer yang digunakan 
mempengaruhi spesifisitas dan sensitivitas 
dalam keberhasilan amplifikasi. Enzim 
DNA polimerase diperlukan pada tahap 
ekstensi sebagai katalis dalam perpanjangan 
sekuens DNA, enzim polimerase tahan 
terhadap pemanasan berulang-ulang. 
Komponen dNTPs yang terdiri atas dATP, 
dCTP, dGTP dan dTTP yang diperlukan 
sebagai pengikat Mg2+  yang diperlukan 
dalam reaksi polimerasi. Ion Mg2+ 
merupakan komponen PCR yang merupakan 
faktor yang mempengaruhi keberhasilan 
penempelan primer dan aktivitas enzim 
polimerase.  
Tahapan dalam amplifikasi gen shv 
dengan PCR yaitu tahap denaturasi, 
annealing dan ekstensi. Denaturasi 
merupakan tahap sebelum enzim polimerase 
bekerja, terjadi pembukaan rantai ganda 
DNA menjadi rantai tunggal. Annealing 
merupakan tahap penempelan primer pada 
rantai tunggal DNA, waktu annealing 
umumnya 30-45 detik. Ekstensi merupakan 
tahap enzim polimerase bekerja dalam 
perpanjangan sekuens DNA dari ujung 3’, 
suhu yang digunakan pada ekstensi adalah 
72°C. Siklus denaturasi, annealing dan 
ekstensi dilakukan berulang untuk 
menghasilkan DNA dengan jumlah yang 
lebih banyak 2n/siklus. 
 Tahap annealing merupakan tahap 
yang penting karena merupakan tahap dari 
penempelan primer setelah rantai ganda 
DNA terbuka. Pemilihan suhu annealing 
yang terlalu rendah akan menyebabkan 
penempelan yang tidak spesifik, sedangkan 
suhu yang terlalu tinggi dapat menyebabkan 
sulit terbentuknya ikatan primer dan DNA 
template. Suhu annealing yang digunakan 
harus disesuaikan dengan Tm atau suhu 
leleh dari primer dan panjang dari primer. 
Suhu Tm dari primer forward dan reverse 
adalah 55°C dan 51°C, suhu Tm yang 
digunakan untuk menentukan suhu 
annealing adalah suhu Tm yang paling 
tinggi yaitu 55°C dan diturunkan 5 °C 
sehingga digunakan Tm 50°C. Suhu 
annealing optimum yang digunakan 
berdasarkan protokol dari mastermix adalah 
60°C. Suhu annealing dilakukan optimasi 
diantara 50°C dan 60°C yaitu 54°C, 56°C 
dan 57°C. Suhu annealing pada 60°C 
menunjukan adanya smear sehingga 
dilakukan optimasi suhu annealing dinaikan 
2°C sehingga digunakan suhu 62°C. 
Optimasi suhu annealing yang digunakan 
diantaranya 50°C, 54°C, 56°C, 57°C, 60°C 
dan 62°C. 
3. Elektroforesis 
Hasil amplifikasi dengan PCR 
kemudian dianalisis dengan metode 
elektroforesis agarosa. Elektroforesis 
merupakan metode pemisahan senyawa 
yang memiliki muatan dengan 
menggunakan medan listrik yang dihasilkan 
elektroda-elektroda. Medium gel agarosa 
merupakan medium standar yang digunakan 
dalam identifikasi dan pemurnian fragmen 
DNA dan RNA, gel agarosa dipilih karena 
pengerjaannya lebih mudah, sederhana, laju 
pemisahan lebih cepat membentuk fragmen 
dan tidak toksik. 
 
  
Gambar 1. Elektroforesis hasil PCR 
( A : suhu annealing 50°C, B : suhu 
annealing 54°C, C: suhu annealing 56°C,  
D : suhu annealing 57°C, E : suhu 
annealing 62°C, F : suhu annealing 60°C) 
 Hasil elektroforesis agarosa 
menunjukan bahwa 6 sampel dengan 
optimasi suhu annealing 50°C, 54°C, 56°C, 
57°C, 60°C dan 62°C tidak teramplifikasi 
gen shv dengan ukuran amplikon 867 bp. 
Ketidakberhasilan amplifikasi gen shv dapat 
terjadi karena suhu annealing yang 
digunakan tidak optimum. Faktor lain yang 
menyebabkan ketidakberhasilan amplifikasi 
gen shv dapat terjadi karena suhu annealing 
yang digunakan dalam PCR belum 
optimum. Ketidakberhasilan amplifikasi gen 
shv juga dapat terjadi akibat dari faktor-
faktor pada saat pengerjaan yaitu pada 
tahapan ekstraksi DNA bakteri E. coli, 
tahapan amplifikasi dengan PCR dan 
tahapan analisis dengan elektroforesis. 
Faktor- faktor yang menyebabkan 
ketidakberhasilan amplifikasi DNA pada 
tahap ekstraksi diantaranya DNA tidak 
terelusi pada saat penambahan elution 
buffer, lisis yang tidak optimum setelah 
diinkubasi dengan buffer R2 sehingga 
menyebabkan aktivitas proteinase K 
menurun, kolom yang tersumbat, DNA 
terdegradasi pada saat proses pemurnian dan 
terjadi kontaminasi enzim nuklease serta 
masih tersisa etanol absolut yang dapat 
mengkontaminasi DNA. 
 Faktor ketidakberhasilan yang 
terjadi pada tahapan amplifikasi dengan 
PCR diantaranya penggunaan siklus pada 
saat mengamplifikasi gen shv yaitu waktu 
ekstensi yang singkat atau siklus PCR yang 
digunakan sedikit, suhu annealing yang 
digunakan terlalu tinggi, kualitas dan 
kuantitas DNA template yang digunakan 
yang rendah, dan konsentrasi primer yang 
terlalu rendah. Faktor yang menjadi 
penyebab ketidakberhasilan identifikasi gen 
shv pada saat analisis dengan elektroforesis 
dapat terjadi akibat dari kesalahan teknis, 
diantaranya tidak tepat saat memasukan 
sampel ke dalam sumuran elektroforesis dan 
hasil amplifikasi dengan PCR yang tidak 
tercampur homogen dengan loading dye. 
KESIMPULAN 
Suhu annealing yang digunakan 
belum optimum untuk mengidentifikasi gen 
shv dari isolat bakteri E. coli pada pasien 
ulkus diabetik yang resisten terhadap 
antibiotik. 
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